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SYACHRONI. I 411 10 261. Pengaruh Kombinasi  Starter Kultur 
Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophilus terhadap Karakteristik 
Mikrobiologis dan Kimiawi Pada Minuman Fermentasi. Dibimbing oleh 
Fatma Maruddin dan Farida Nur Yuliati. 
Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophilus merupakan 
probiotik yang dapat digunakan sebagai starter minuman fermentasi. Tujuan 
penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh kombinasi pada Lactobacillus 
acidophillus dan Lactobacillus plantarum yang digunakan sebagai kultur 
starter minuman fermentasi terhadap total bakteri, kadar asam laktat dan pH. 
Rancangan penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan  
3 perlakuan ( 1:1,1:2 dan 2:1)  masing-masing 5 kali ulangan. Parameter yang 
diukur dalam penelitian ini yaitu;  jumlah bakteri, kandungan asam laktat, dan  
pH.. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kombinasi Lactobacillus plantarum 
dan Lactobacillus acidophillus berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap 
jumlah bakteri, kandungan asam laktat dan pH. Perlakuan kombinasi starter 
kultur  1:1, 1:2 dan 2:1 secara berturut-turut diperoleh total bakteri adalah 8,96, 
8,22 dan 8,72 (log cfu/ml), kandungan asam laktat adalah 0,36, 0,41 dan 
0,49%, dan pH adalah 4,91;4,67 dan 4,54. Nilai perlakuan yang terbaik untuk 
jumlah bakteri, kandungan asam laktat dan pH secara berurutan adalah 8,96 
(log cfu/ml), 0,36% dan 4,91. Penelitian ini disimpulkan bahwa, kombinasi 
Lactobacillus acidophillus dan Lactobacillus plantarum 1:1 sangat baik 
digunakan sebagai starter kultur  minuman fermentasi karena sesuai dengan 
kriteria  sebagai minuman fermentasi probiotik. 
 
Kata Kunci: kombinasi Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus 












SYACHRONI.I 411 10 261. Effect of Combination Starter Cultures 
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus acidophilus on Microbiological and 
Chemical Characteristics In Fermented Beverages. Supervised by Fatma 
Maruddin and Farida Nur Yuliati. 
 
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus acidophilus are probiotic that can 
be used as a starter fermented beverages. The purpose of this research was to 
determine the effect of the combination ratio of Lactobacillus plantarum and 
Lactobacillus acidophillus are used as a starter culture of fermented beverages to 
the total bacteria, lactic acid and pH. The research design using completely 
randomized design (CRD),  3 treatments ( 1:1, 1:2 and 2:1) each 5 replications. 
The parameters measured in this research are the number of bacteria, lactic acid 
content, and pH. The results showed that the combination of Lactobacillus 
plantarum and Lactobacillus acidophillus highly significan (P <0.01) to the 
number of bacteria, lactic acid content and pH. The treatment combination of 
starter culture 1:1, 1:2 and 2:1, respectively, the total bacteria ware 8,96, 8,22 
and 8,72 (log cfu / ml), lactic acid content were 0,36, 0,41 and 0,49%, and the pH 
ware 4,91; 4,67 and 4,54. The best treatment value for the number of bacteria, 
lactic acid content and pH are respectively 8.96 (log cfu / ml), 0.36% and 4,91. 
This research was concluded that the combination of Lactobacillus plantarum and 
Lactobacillus acidophillus 1:1 the best used as starter cultures for fermented 
beverages appropriate with the criteria as probiotic fermented beverages. 
 
Keywords: combination of Lactobacillus plantarum and Lactobacillus 
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 Susu merupakan cairan berwarna putih yang dihasilkan oleh kelenjar susu 
mamalia betina setelah melahirkan yang memiliki kandungan gizi lengkap karena 
memiliki komponen seperti protein, lemak, vitamin, mineral dan laktosa. Zat-zat 
dalam susu mempunyai perbandingan yang sempurna sehingga susu mudah 
dicerna dan sangat cocok untuk pertumbuhan, baik sebagai pangan manusia 
maupun beberapa jenis mikroorganisme. Protein, lemak dan karbohidrat yang 
dikandung susu merupakan media yang sangat baik bagi pertumbuhan 
mikroorganisme. 
Salah satu cara meningkatkan daya konsumsi produk susu yaitu dengan 
pembuatan susu fermentasi. Susu fermentasi merupakan salah satu olahan susu 
menggunakan teknik fermentasi dengan bantuan bakteri. Starter yang umum 
digunakan untuk produk fermentasi adalah Lactobacillus bulgaricus dan 
Sterptococcus termophillus. Kedua jenis bakteri ini digunakanan pada produk 
yogurt komersial yang banyak dipasaran saat ini. 
Starter lainnya yang bersifat probiotik adalah Lactobacillus acidophillus, 
namun bakteri ini kurang dapat diandalkan jika digunakan dalam bentuk tunggal 
karena menghasilkan flavour yang kurang disukai. Oleh karena itu, untuk 
mendapatkan hasil yang maksimal maka perlu dikombinasikan dengan bakteri 
probiotik lainnya seperti Lactobacillus plantarum yang banyak digunakan dalam 
produk minuman fermentasi komersial. Oberman(1985) menyatakan bahwa         
L. acidophilus memiliki sifat therapeutic, terutama untuk mengontrol gangguan 
pencernaan dan dapat bertahan hidup lama pada pH rendah di antara jenis bakteri 
Lactobacillus lainnya. Menurut Jenie (2003) L. plantarum mempunyai 
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kemampuan untuk menghambat mikroorganisme patogen pada bahan pangan 
dengan daerah penghambatan terbesar dibandingkan dengan bakteri asam laktat 
lainnya. Dengan demikian kombinasi dari kedua jenis bakteri probiotik tersebut 
dapat diperoleh kultur starter produk susu fermentasi yang lebih baik. 
Kultur starter adalah salah satu hal terpenting dalam pembuatan suatu 
produk susu fermentasi. Afriani (2011) mengungkapkan bahwa jumlah dan jenis 
kultur starter yang diinokulasikan akan berpengaruh pada hasil akhir produk susu 
fermentasi yang dihasilkan. Berbagai penelitian menunjukkan bahwa jumlah 
bakteri asam laktat yang dihasilkan dari starter unggal dan kombinasi bervariasi 
berdasarkan jenis bakteri kombinasi dan medium tumbuhnya. 
Perbandingan kombinasi yang tepat pada L. plantarum dan L. acidophillus 
perlu dilakukan agar diperoleh jenis starter yang memiliki karakteristik probiotik 
yang berbeda dengan starter yang sudah ada saat ini. Melalui penelitian ini akan 
dilihat perbedaan karakteristiknya (jumlah bakteri, kadar asam laktat dan pH) 
kombinasi L. plantarum dan L. acidophillus yang nantinya akan digunakan 
sebagai starter minuman fermentasi maupun produk fermentasi lainnya. 
 Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh perbandingan 
kombinasi bakteri L. plantarum dan L. acidophillus terhadap jumlah bakteri, 








A. Tinjauan Umum Fermentasi 
Fermentasi adalah proses baik secara aerob maupun anaerob yang 
menghasilkan berbagai produk yang melibatkan aktivitas mikroba atau ekstraknya 
dengan aktivitas mikroba terkontrol. Mikrobia yang berperan dalam fermentasi 
dapat diklasifikasikan dalam golongan bakteri, kapang dan khamir (Priyanto, 
1988). 
Kemajuan dalam bidang teknologi fermentasi telah memungkinkan 
manusia untuk memproduksi berbagai produk pangan yang bernilai ekonomi 
tinggi dan berguna bagi kesejahteraan hidup  manusia (Lucia, 2008). Fermentasi 
menggunakan teknik inokulum yang dapat berisi satu jenis mikroba ataupun lebih 
tergantung keperluannya. Umumnya konsentrasi inokulum yang dibutuhkan untuk 
bakteri berkisar 0,2 – 3 %. 
Teknologi fermentasi saat ini banyak diterapkan dalam teknologi pangan 
terutama dalam fermentasi susu dengan menggunakan bakteri. Susu merupakan 
media kultur yang ideal yang mengandung beberapa faktor yang diperlukan untuk 
pertumbuhan bakteri terutama bakteri asam laktat. Beberapa bakteri asam laktat 
yang umum digunakan pada susu fermentasi adalah Streptococcus lactis, 
Streptococcus cremoris, Streptococcus thermophilus dan Lactobacillus 
acidophilus yang digunakan untuk menghasilkan asam. Streptococcus 





Fermentasi secara umum menyebabkan pemecahan laktosa menjadi asam 
laktat oleh enzim yang disekresikan oleh mikroba tertentu dalam usahanya untuk 
memanfaatkan kandungan nutrisi susu untuk pertumbuhan dan sumber energi 
(Henderson, 1971). Fermentasi bertujuan agar susu dapat disimpan lebih lama dan 
menghasilkan produk susu dengan karakteristik rasa, aroma dan tekstur yang 
diinginkan, juga menghindari/mencegah hal-hal yang tidak menguntungkan bagi 
kesehatan (Hanlin dan Evancho, 1992). 
Fermentasi berdasarkan hasil akhirnya dapat dibedakan menjadi : 
1. Fermentasi Alkohol 
       Fermentasi alkohol merupakan fermentasi yang menggunakan mikroba 
renik seperti ragi yang mengoksidasi glukosa sehingga menghasilkan etanol dan 
CO2. Jalur metabolisme proses ini sama dengan glikolisis sampai dengan 
terbentuknya piruvat. Dua tahap reaksi enzim berikutnya adalah reaksi perubahan 
asam piruvat menjadi asetaldehida, dan reaksi reduksi asetaldehida menjadi 
alkohol. Dalam reaksi pertama piruvat didekarboksilasi diubah menjadi 
asetaldehida dan CO2 oleh piruvat dekarboksilase, suatu enzim yang tidak 
terdapat dalam hewan. Reaksi dekarboksilase ini merupakan reaksi yang tak 
reversible, membutuhkan ion Mg
2+
 dan koenzim tiamin pirofosfat. Reaksi 
berlangsung melalui beberapa senyawa antara yang terikat secara kovalen pada 
koenzim. Dalam reaksi terakhir, asetaldehida direduksi oleh NADH dengan enzim 
alkohol dehidrogenase, menghasilkan etanol. Dengan demikian etanol dan CO2 
merupakan hasil akhir fermentasi alkohol, dan jumlah energi yang dihasilkan 




2. Fermentasi Asam Laktat 
       Fermentasi asam laktat banyak dilakukan oleh fungi dan bakteri tertentu 
yang digunakan dalam industri susu untuk membuat keju dan yoghurt. Dalam 
fermentasi asam laktat, piruvat direduksi langsung oleh NADH untuk membentuk 
laktat sebagai produk limbahnya, tanpa melepaskan CO2 (Fardiaz, 1988). 
Bakteri asam laktat adalah kelompok bakteri yang mampu 
memfermentasikan glukosa (C6H12O6) untuk menghasilkan asam laktat (Lactic 
acid). Umumnya merupakan bakteri Gram positif, komponen dasar DNA 
(Deoxyribonucleic acid) rendah akan guanin dan cytosin, berbentuk bulat (coccus) 
atau batang (bacil), tidak membentuk spora dan umumnya tidak menghasilkan 
katalase (Buckle et al., 1985).  
Berdasarkan taksonomi, terdapat 20 genus bakteri yang termasuk bakteri 
asam laktat, diantaranya adalah Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, 
Lactococcus, Streptococcus, Aerococcus, Enterococcus, Oenococcus, 
Sporolactobacillus, Tetragenococcus, Vagococcus dan Weisella (Shah, 1994). 
Bakteri asam laktat yang digunakan untuk membuat susu fermentasi 
mempuyai 2 tipe enzim β-galactosidase. Laktase yang dihasilkan oleh                  
L. acidophilus dan L. bulgaricus disebut β-galactosidase galactohydrolase (β-gal) 
sedangkan yang dimiliki oleh yang dimiliki oleh L. lactis ssp lactis (Streptococcus 
lactis) dan L. lactis ssp  cremoris (Streptococcus cremoris) disebut β-D-
phosphogalactoside (β-P-gal) (Shah, 1994). Bakteri asam laktat yang digunakan 
dalam fermentasi  susu dapat diinokulasikan pada media susu yang berkadar 
lemak tinggi atau susu skim berkadar lemak rendah (Buckle et al., 1985). 
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Bakteri asam laktat (Lactic acid bacteria) merupakan kelompok 
mikroorganisme yang berperan penting dalam fermentasi makanan. Bakteri asam 
laktat berkontribusi dalam rasa, tekstur produk fermentasi dan menghambat 
bakteri pembusuk makanan dengan memproduksi zat-zat yang menghambat 
pertumbuhan (Nur, 2005). Beberapa contoh produk pangan yang memanfaatkan 
bakteri asam laktat seperti keju, yoghurt, acar mentimun (cucumber pickles) 
(Sanchez, 2009). 
Fermentasi asam laktat terbagi menjadi dua jenis, yaitu homofermentatif 
(sebagian besar hasil akhir merupakan asam laktat) dan heterofermentatif (hasil 
akhir berupa asam laktat, asam asetat, etanol dan CO2). Pola fermentasi ini dapat 
dibedakan dengan mengetahui keberadaan enzim-enzim yang berperan di dalam 
jalur metabolisme glikolisis (Pack, 2007). 
Pada heterofermentatif, tidak ada aldolase dan heksosa isomerase tetapi 
menggunakan enzim fosfoketolase dan menghasilkan CO2. Metabolisme 
heterofermentatif dengan menggunakan heksosa (golongan karbohidrat yang 
terdiri dari 6 atom karbon) akan melalui jalur heksosa monofosfat atau pentosa 
fosfat. Sedangkan homofermentatif melibatkan aldolase dan heksosa aldolase 
namun tidak memiliki fosfoketolase serta hanya sedikit atau bahkan sama sekali 
tidak menghasilkan CO2. Jalur metabolisme yang digunakan pada 
homofermentatif adalah lintasan Embden-Meyerhof-Parnas. Beberapa contoh 
genus bakteri yang merupakan bakeri homofermentaif adalah 
Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus, dan sedangkan contoh 




B. Lactobacillus plantarum 
Lactobacillus plantarum merupakan bakteri Gram positif berbentuk 
batang yang tampak biru atau ungu setelah mengalami pewarnaan Gram seperti 






Gambar 1. Lactobacillus plantarum (Anonim, 2012). 
Lactobacillus plantarum merupakan salah satu jenis BAL 
homofermentatif dengan temperatur optimal lebih rendah dari 37
o
C (Frazier dan 
Westhoff, 1988). Lactobacillus plantarum berbentuk batang (0,5-1,5 s/d 1,0-10 
µm) dan tidak bergerak (non motil). Bakteri tersebut memiliki sifat katalase 
negatif, aerob atau fakultatif anaerob, mampu mencairkan gelatin, cepat mencerna 
protein, tidak mereduksi nitrat, toleran terhadap asam, dan mampu memproduksi 
asam laktat. Dalam media agar, L. plantarum membentuk koloni berukuran          
2-3 mm, berwarna putih opaque, conveks, dan dikenal sebagai bakteri pembentuk 
asam laktat (Kuswanto dan Sudarmadji, 1988). 
Lactobacillus plantarum mampu merombak senyawa kompleks menjadi 
senyawa yang lebih sederhana dengan hasil akhirnya yaitu asam laktat. Menurut 
Buckle et al. (1985), asam laktat dapat menghasilkan pH yang rendah pada 
substrat sehingga menimbulkan suasana asam. Dalam keadaan asam, 
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Lactobacillus plantarum memiliki kemampuan untuk menghambat bakteri 
pathogen dan bakteri pembusuk (Delgado et al., 2001) 
Lactobacillus plantarum dapat menghambat kontaminasi dari 
mikrooganisme patogen karena kemampuannya untuk menghasilkan asam laktat 
dan menurunkan pH substrat (Suriawiria, 1986). Lactobacillus plantarum juga 
mempunyai kemampuan untuk menghasilkan bakteriosin yang berfungsi sebagai 
zat antibiotik (Jenie dan Rini, 1995). 
Berdasarkan penelitian Lucke (1985), L. plantarum merupakan penghasil 
hidrogen peroksida tertinggi di antara bakteri asam laktat lainnya pada medium 
pepton water 1% konsentrasi minimal yang diperlukan untuk menghambat 
pertumbuhan bakteri perusak atau patogen. Besarnya diameter zona hambat 
berkisar antara 7,46 mm hingga 18,00 mm. Lactobacillus plantarum mulai 
menghasilkan antimikroba pada saat berumur 14 jam inkubasi dengan diameter 
zona hambat sebesar 6,42 mm dan mencapai puncaknya pada saat kultur berumur 
24 jam (Tribowo, 2006). Lactobacillus plantarum dapat tumbuh dengan waktu 
inkubasi selama 48 jam (Setioningsih, et al., 2004 ; Zubaidah, et al., 2010). 
Di Nigeria, bakteri L. plantarum yang diisolasi dari makanan fermentasi 
mampu memproduksi bakteriosin dan mampu menghambat aktivitas beberapa 
bakteri patogen. Baktriosin merupakan senyawa polipeptida atau protein yang 
bersifat bakterisidal yang dapat dihasilkan oleh kultur bakteri terutama                            
L. plantarum (Lindgren dan Dobrogosz, 1990). Ditambahkan bahwa L. plantarum 
dan  L. brevis dapat memfermentasi karbohidrat dalam air susu untuk membentuk 




C. Lactobacillus acidophillus 
Lactobacillus acidophillus adalah salah satu dari delapan genera 
umum bakteri asam laktat. Lactobacillus acidophillus dapat tumbuh baik 
dengan oksigen ataupun tanpa oksigen, bakteri ini dapat hidup pada lingkungan 
yang sangat asam sekalipun, seperti pada pH 4-5 atau dibawahnya dan bakteri ini 
merupakan bakteri homofermentatif yaitu bakteri yang memproduksi asam laktat 
sebagai satu-satunya produk akhir (Triana, 2007). 
Lactobacillus acidophillus memiliki bentuk batang berantai seperti terlihat 








Gambar 2. Lactobacillus acidophillus (Sandine, 1979). 
Lactobacillus acidophilus merupakan bakteri berbentuk batang dari famili 
Lactobacillaceae yang termasuk golongan Gram positif, bersifat mesofilik dan 
tidak dapat membentuk spora. Lactobacillus acidophillus bersifat 
homofermentatif dengan asam laktat sebagai produk utama fermentasi karbohidrat 
(Rahman et al., 1992). 
Lactobacillus  acidophilus banyak ditemukan pada bagian akhir usus kecil 
dan bagian awal usus besar. Bakteri tersebut dapat memproduksi asam organik, 
hidrogen peroksida dan antibiotik untuk menghambat pertumbuhan bakteri 
patogen atau bakteri pembusuk, hal ini menunjukkan bahwa sifat antimikroba 
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bakteri gram positif lebih kuat daripada bakteri gram negatif dalam menghambat 
bakteri patogen. Lactobacillus acidophilus dalam saluran pencernaan dapat juga 
menghambat pertumbuhan bakteri patogen atau pembusuk yang menyebabkan 
gangguan pada usus, diare dan gangguan pencernaan serta berperan dalam 
menjaga kesehatan (Kanbe, 1992).  
Karakteristik bakteri L. acidophilus diantaranya: (1) tidak tumbuh pada 
suhu 15
o
C dan tidak dapat memfermentasi ribosa, (2) suhu optimum untuk 
pertumbuhannya berkisar antara 35 - 38
o
C dan pH optimum 5,5 - 6,0, (3) di dalam 
susu sapi, bakteri ini memproduksi 0,3 - 1,9% asam laktat; asam yang dihasilkan 
mempunyai kemampuan yang berbeda antar galur, (4) umumnya membutuhkan 
nutrisi berupa asetat, riboflavin, asam pantotenat, kalsium, niasin dan asam folat, 
(5) resisten terhadap asam empedu dan, (6) memproduksi threonine aldolase dan 
alcohol dehydrogenase yang mempengaruhi aroma (Kanbe, 1992) 
Lactobacillus acidopillus merupakan probiotik yang selama bertahun-
tahun banyak digunakan, karena aman dan tidak menimbulkan resiko infeksi 
berupa bakterimia (Snydman, 2008). Lactobacillus acidophillus dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri patogen seperti Salmonella thypimurium yaitu 
bakteri yang dapat menyebabkan terjadinya infeksi saluran cerna yang dikenal 
dengan nama salmonellosis (Xiaodong et al., 2009). Menurut Taufik (2004),         
L. acidophillus mempunyai populasi 6,9 x 10
8
cfu/ml dalam susu fermentasi 
selama 24 jam. Afriani et al., (2011) menambahkan bahwa L. acidophillus 
mempunyai populasi 8.1 x 10
9
cfu/mldalam susu fermentasi dengan waktu 
inkubasi 48 jam.  
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Lactobacillus acidophillus mampu memproduksi laktase, vitamin K, dan 
zat anti-mikroba sehingga keberadaan bakteri L. acidophillus dalam tubuh 
membantu menjaga kondisi asam, sehingga mencegah infeksi mikroba.  Produk 
susu yang paling sering menggunakan L. acidophillus adalah susu acidophilus 
manis dan yoghurt. Susu yang dibuat dengan inokulasi L. acidophillus kemudian 
difermentasi selama satu hari. Setelah fermentasi, susu berubah menjadi dadih 
yang mengandung laktosa dalam jumlah minimum. Lactobacillus acidophillus 
juga digunakan untuk mengobati berbagai penyakit seperti infeksi saluran kemih 
(ISK), bacterial vaginosis (BV), dan diare (Hidayat, 2011). 
Lactobacillus acidophillus ini juga dapat berfungsi sebagai eliminator 
racun karena mampu menonaktifkan senyawa racun seperti nitrat yang dihasilkan 
oleh mikroorganisme lain dan makanan, sebagai pelindung sistem imun 
(kekebalan tubuh) karena bakteri ini mampu merangsang 
pembentukan antibodi yang mencegah kelebihan pertumbuhan bakteri berbahaya, 
mencegah timbulnya infeksi saluran kemih, meningkatkan perlindungan 
terhadap patogen, virus dan bakteri patogen, memulihkan keseimbangan usus 
setelah pemberian antibiotik, kemoterapi, mencegah pembentukan gas akibat 
pembusukan dan peragian (Anonim, 2012). 
Lactobacillus acidophillus membantu pencernaan laktosa susu, 
merangsang respon kekebalan tubuh terhadap mikroorganisme yang tidak 
diinginkan dan membantu mengendalikan kadar kolesterol darah. Banyak 
publikasi yang menunjukkan bahwa L. acidophilus menghasilkan zat seperti 




D. Kultur Starter Tunggal dan Kombinasi pada Produk Fermentasi 
Kultur starter adalah salah satu hal terpenting dalam pembuatan suatu 
produk susu fermentasi. Jumlah dan jenis kultur starter yang diinokulasikan akan 
berpengaruh pada hasil akhir produk susu fermentasi yang dihasilkan (Afriani, 
(2011). 
Menurut Helferich dan Westhoff (1980), yoghurt dengan kultur starter 
campuran beberapa bakteri asam laktat akan menghasilkan nilai organoleptik yang 
lebih baik daripada yoghurt dengan kultur tunggal. Mutu kultur starter yang 
digunakan akan mempengaruhi flavor serta tekstur yoghurt yang dihasilkan. 
Berbagai hasil penelitian tentang pengunaan kultur tunggal dan kultur 
kombnasi pada produk susu fermentasi dapat dilihat pada Tabel 1 : 
Tabel 1. Penggunaan kultur tunggal dan kultur kombinasi  











L. fermentum* dadih susu sapi 4,4 0,50 1,16x10
13
 
L. acidophillus**** sari kedelai 3,7 1,08 0 
L. plantarum**** sari kedelai 3,5 1,50 0 
L. plantarum + L. fermentum* dadih susu sapi 4,3 0,58 2,67x10
13
 
L. plantarum +  L. acidophillus** dadih susu sapi 4,4 0,64 1,30x10
14
 
Starter yoghurt + L. acidophillus*** es krim 6,3 0,36 0 
L. bulgaricus + s. termophillus+     
L. acidophillus+b. longum*** 
es krim 6,3 0,41 0 
L. plantarum + L. fermentum +       
L. acidophillus+L.brevis** 





Ket : *: Afriani (2010) 
**: Afriani (2012) 
***:Ardiyastuti (2001)  





Waktu dan Tempat 
 Penelitian ini telah dilaksanakan pada pertengahan bulan Maret sampai 
April 2014, bertempat di Laboratorium Bioteknologi Terpadu Fakultas 
Peternakan, Universitas Hasanuddin, Makassar. 
Materi Penelitian 
 Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah botol sampel, tabung 
reaksi, cawan petri, erlenmeyer, micropipet, tip, timbangan analitik, gelas ukur, 
inkubator, spatula, lemari pendingin, autoclaf, bunsen, colony counter dan 
waterbath. 
 Bahan yang digunakan adalah susu full cream, biakan bakteri 
Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophillus, MRS broth, MRS agar, 
akuades, alkohol, spiritus, NaOH, indikator phenolphthalein (PP) dan lain-lain. 
Metode Penelitian 
A. RancanganPenelitian 
Penelitian ini dilakukan secara eksperimen dengan menggunakan 3 
perlakuan dan 5 kali ulangan. Perlakuan tersebut terdiri atas susu rekonstitusi 
dengan inokulasi: 
1. L. plantarum : L. acidophilus 1:1 
2. L. plantarum : L. acidophilus 1:2 




B. Prosedur Penelitian 
Pemeliharaan kultur Bakteri. Lactobacillus acidophilus dan Lactobacillus 
plantarum diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Pusat Studi Pangan dan Gizi 
Universitas Gajah Mada, Yogyakarta.MRS (Man Rogossa and Sharpe) Broth 
steril diinokulasi L. acidophilus dan L. plantarum. Selanjutnya diinkubasi pada 
suhu 37
0
C selama 18 jam (Setioningsih et al.,2004; Abdullah, 2010).  
Pembuatan Media Tumbuh. Media tumbuh yang digunakan adalah susu 
rekonstitusi 10%. Selanjutnya masing-masing dimasukkan ke dalam botol sampel 
sebanyak 60 ml dan disterilisasi pada suhu 121
0
C selama 15 menit. Media 
dibiarkan dingin dan selanjutnya susu diinokulasi dengan kultur                           
L. acidophilus : L. plantarum dengan perbandingan 1:1, 1:2 dan 2:1 sebanyak 3% 
dan diinkubasi selama 18 jam pada suhu 37
0
C. 
C. Parameter yang Diukur 
Pengujian Jumlah Bakteri (Fardiaz, 1993). Pengujian jumlah bakteri dilakukan 











dimasukkan ke dalam 
cawan petri steril. Masing-masing pengenceran yang akan digunakan dibuat 
duplo. Masing-masing cawan petri tersebut yang telah diisi pengenceran 
ditambahkan dengan MRS agar sekitar 15 ml kemudian cawan petri digoyang-
goyangkan melingkar atau membentuk seperti angka delapan dengan tujuan agar 
bakteri menyebar rata. Agar tersebut didiamkan sampai memadat lalu diinkubasi 
pada inkubator pada suhu 37
0
 C  selama 24 jam dalam keadaan terbalik. 
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Pengukuran pH (Fardiaz et al., 1989). pH meter dinyalakan dan dinetralkan 
selama 15-30 menit dan distandarisasi dengan larutan buffer  pH 4 dan pH 7. 
Elektroda pH meter kemudian dibilas dengan akuades lalu dikeringkan dengan 
kertas tissu. Sampel (susu rekonstitusi) dapat diukur setelah pH meter dikalibrasi. 
pH meter dicelup pada sampel lalu dibiarkan sampai angka pH meter stabil. 
Setelah dilakukan pengukuran, pH meter kemudian dibilas dengan akuades dan 
dikeringkan dengan tissu. 
Pengujian Kandungan Asam Laktat (metode titrasi). Keasaman dapat 
dianalisis dengan metode titrasi dengan NaOH 0,1 N dan phenolphthalein 1% 
sebagai indikator (AOAC, 2005). Rumus yang digunakan adalah: 
Keasaman =
𝑚𝑙 𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 (𝑁𝑎𝑂𝐻) 𝑥 0,09
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙




Diagram alir pembuatan starter minuman fermentasi probiotik dengan 
penambahan L. plantarum : L. acidophilus dengan perbandingan inokulasi yang 















Gambar 3.DiagramAlir Penelitian  
Susu Rekonstitusi 
10% 
Sterilisasi pada suhu 121
0
C 
selama 15 menit 
 
Dimasukkan 60 ml ke dalam botol sampel  
Inokulasi L. plantarum : L. acidophilus (1:1, 
1:2, 2:1) dengan konsentrasi kultur 3% 
 
 









Data yang diperoleh pada penelitian ini diolah dengan  menggunakan 
Analisis Ragam berdasarkan  Rancangan Acak Lengkap (RAL) (Gaspersz, 1991) 
dengan 3 perlakuan5 ulangan. Model  statistik yang digunakan adalah sebagai 
berikut : 
Yij  = µ + τi + εij 
     i = 1, 2, 3...........i   = perlakuan 
     j = 1, 2, 3, 4, 5 …j = ulangan 
Keterangan : 
Yij = variable respon pengamatan  
µ = nilai rata – rata hasil  pengamatan 
τi= pengaruh kombinasi bakteri L. plantarum dan L. acidophilus ke-i  
εij= Pengaruh galat percobaan dari  bakteri L. plantarum dan                        
L. acidophilus ke-i dan ulangan ke-j 
Apabila perlakuan menunjukkan pengaruh yang nyata, maka akan 




HASIL DAN PEMBAHASAN 
Kultur starter adalah salah satu hal terpenting dalam pembuatan suatu 
produk susu fermentasi. Afriani (2011) mengungkapkan bahwa jumlah dan jenis 
kultur starter yang diinokulasikan akan berpengaruh pada hasil akhir produk susu 
fermentasi yang dihasilkan. Berbagai penelitian menunjukkan bahwa jumlah 
bakteri asam laktat yang dihasilkan dari startertunggal dan kombinasi bervariasi 
berdasarkan jenis bakteri kombinasi dan medium tumbuhnya. 
Jumlah Bakteri Asam Laktat 
Jumlah populasi bakteri asam laktat dalam suatu produk susu fermentasi 
menjadi indikator kualitas mikrobiologis produk tersebut. Bakteri asam laktat 
adalah bakteri yang mampu memfermentasikan glukosa (C6H12O6) untuk 
menghasilkan asam laktat (Lactic acid) (Shah, 1994). 
Hasil perhitungan jumlah bakteri asam laktat dengan mengkombinasikan 






Gambar 4.Jumlah Bakteri Asam Laktat dengan Mengkombinasikan L. plantarum 
dan L. acidophilus pada  Susu Rekonstitusi. 
Keterangan: 
abc
























Perbandingan L. plantarum dan L. acidophilus  
1:1 :1 2 
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Gambar 4 menunjukkan bahwa kombinasi bakteri L. plantarum dan         
L. acidophilus berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap jumlah bakteri           
L. plantarum dan L. acidophillus. Hasil uji lanjut LSD menunjukkan bahwa 
jumlah bakteri L. plantarum dan L. acidophillus berbeda sangat nyata (P<0,01) 
terhadap kombinasi L. plantarum dan L. acidophillus (Lampiran 1). 
Jumlah bakteri L. plantarum dan L. acidophilus (Gambar 4) setelah 




 cfu/g. Jumlah bakteri dalam penelitian ini masuk 
dalam kisaran konsentrasi jumlah bakteri yang direkomendasikan untuk 
kesehatan. Fuller (1992) mengemukakan konsentrasi bakteri yang 




 cfu/g. Konsentrasi 
tersebut dapat memberikan efek kesehatan pada manusia. Hasil penelitian ini juga 





cfu/g dalam preparat kering. Konsumsi makanan probiotik sangat 
dianjurkan karena waktu kolonisasi bakteri probiotik bersifat terbatas dan adanya 
kompetisi antara bakteri asam laktat dengan bakteri patogen dalam saluran 
pencernaan (Vinderolla et al., 2000). 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa dengan menggunakan kombinasi 
bakteri L. plantarum dan L. acidophillus (1:1) menghasilkan jumlah bakteri yang 
cukup banyak yaitu 8,96 x 10
8
cfu/ml bila dibandingkan kombinasi (2:1)  yaitu 
8,22 x10
8
 dan (2:1)  yaitu 8,72x10
8
. Hal ini diduga karena masing-masing bakteri 
memiliki waktu yang berbeda-beda dalam membelah diri serta kemampuan 
adaptasi yang berbeda pula pada masing-masing bakteri. Dalam kondisi 
kombinasi bakteri biasa terjadi daya saing dalam proses pertumbuhan.            
Pelczar et al., (1993) menyatakan bahwa waktu generasi dapat juga dikatakan 
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sebagai selang waktu yang dibutuhkan oleh sel untuk membelah diri untuk 
populasi menjadi dua kali lipat, peningkatan koloni bakteri juga didukung oleh 
kandungan zat gizi makanan dan suhu.  
Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophillus dalam kondisi 




. Hasil dari penelitian 
Taufik (2004) pada dadih mendapatkan jumlah bakteri asam laktat berkisar antara 
5,4x10
8–1,2x109 cfu/ml. Kemudian hasil penelitian Adriani (2005), menunjukkan 
total bakteri asam laktat susu fermentasi yang dibuat dengan menggunakan bakteri 
probiotik berjumlah 3,91 x 10
11
 cfu/ml. Sedangkan untuk Kabupaten Kerinci 
berdasarkan penelitian Afriani et al., (2010), didapatkan total bakteri dadih 
berkisar antara 8,942 x 10
11
 sampai 1,258 x 10
12
. 
Kultur campuran untuk starter sangat diperlukan agar terjadi interaksi, 
seperti yang terjadi pada penggunaan kombinasi bakteri L. plantarum dan             
L. acidophilus 1:1 mengandung rataan jumlah bakteri sebanyak 8,96 x 10
8
cfu/ml. 
Selama proses fermentasi kombinasi tersebutjumlah bakteri asam laktat lebih 
tinggi dibandingkan jumlah bakteri asam laktat yang dihasilkan oleh masing-
masing bakteri secara terpisah yaitu kombinasi 1:2 dan 2:1. Seperti halnya yang 
diutarakan oleh Rahayu (1989), bahwa proses fermentasi pangan secara alami 
dilakukan oleh lebih dari satu jenis mikroorganisme yang bersifat sinergistik. 
Pertumbuhan mikroorganisme pada beberapa jenis makanan fermentasi bersifat 
suksesi, artinya proses perubahan yang terjadi selama fermentasi dilakukan oleh 





Kandungan Asam Laktat  
Kandungan asam laktat adalah jumlah asam laktat yang terbentuk selama 
proses fermentasi yang merupakan hasil pemecahan laktosa oleh bakteri asam 
laktat (Afriani, 2010). Tujuan pengujian kandungan asam laktat adalah untuk 
mengetahui produksi asam organik yang dinyatakan sebagai asam laktat dari 
mikroorganisme probiotik. 
Gambar 5 menunjukkan bahwa kombinasi bakteri L. plantarum dan         
L. acidophilus berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap kandungan asam 
laktat. Hasil uji lanjut LSD menunjukkan bahwa kandungan asam laktat berbeda 
sangat nyata (P<0,01) pada setiap kombinasi L. plantarum dan                              
L. acidophillus (Lampiran 2). 
Hasil perhitungan kandungan asam laktat kombinasi L. plantarum dan     

































Perbandingan L. plantarum dan L. acidophilus  
:1 :1 1:2 
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa kombinasi bakteri L. plantarum dan 
L. acidophillus 1:1 menghasilkan nilai kandungan asam laktat yang sangat rendah 
yaitu 0,36 bila dibandingkan kombinasi L. plantarum dan L. acidophilus 1:2  yaitu 
0,41 serta kombinasi L. plantarum dan L. acidophillus 2:1 yaitu 0,49.  
Peningkatan asam laktat terjadi sebagai akibat aktivitas bakteri yang memecah 
karbohidrat yang ada dalam susu menjadi asam-asam organik terutama asam 
laktat.  
Starter tunggal umumnya menghasilkan kandungan asam laktat berkisar 
antara 0,35-0,38%. Nisa, dkk (2008) melaporkan bahwa kandungan asam laktat 
yang dihasilkan pada produk fermentasi L. plantarum pada media susu kedelai 
yaitu 0,33 %. Kandungan asam laktat pada produk fermetasi Lactobacillus 
berkisar 0,33-0,35% (Misrianti 2013).  
Bakteri asam laktat mempunyai kemampuan yang berbeda dalam 
menghasilkan asam laktat tergantung jenisnya. Kecepatan terbentuknya asam 
laktat dan tinggi rendahnya kadar asam laktat tergantung pada jumlah, macam 
starter dan kemampuan starter yang digunakan dalam membentuk asam laktat. 
Hal ini sesuai dengan pendapat Tamime dan Robinson (1985) yang menyatakan 
bahwa produk susu fermentasi yang menggunakan starter campuran akan 
menghasilkan asam laktat yang laju dan jumlahnya lebih tinggi daripada yang 
menggunakan starter tunggal. Rahman dkk., (1992) mengemukakan bahwa 
kemampuan bakteri asam laktat memproduksi asam berbeda-beda tergantung 
spesies, level inokulum, keadaan dan  komposisi media pertumbuhannya.  
Hasil penelitian menunjukkan bahwa jika salah satu spesies bakteri 
mendominasi maka terjadi peningkatan nilai asam laktat yang dihasilkan terutama 
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pada penggunaan L. plantarum dan L. acidophilus 2:1. Hal ini disebabkan oleh 
karena L. acidophilus bersifat homofermentatif dimana dalam proses fermentasi 
hanya memproduksi asam laktat, sehingga nilai kadar asam laktat lebih tinggi. Hal 
ini sesuai dengan pendapat Hadiwiyoto (1983) yang menyatakan tinggi rendahnya 
kadar asam laktat dalam produk susu fermentasi dipengaruhi oleh jumlah dan 
jenis starter yang digunakan.  
Kandungan asam laktat dipengaruhi oleh adanya asam di dalam susu 
terutama disebabkan oleh aktivitas bakteri-bakteri pembentuk asam. Bakteri 
tersebut dapat merubah laktosa menjadi asam laktat dan timbulnya asam laktat 
dapat menurunkan pH susu. Menurut Rahayu (1989), bahwa kadar asam 
fermentasi susu dipengaruhi oleh aktivitas bakteri yang merubah gula (laktosa) 
menjadi asam laktat, walaupun laktosa susu yang diubah menjadi asam laktat 
hanya sekitar 30% sedangkan sisanya (70%) masih dalam bentuk laktosa. Buckles 
et al., (1985) juga menyatakan bahwa suasana asam diakibatkan oleh proses 
fermentasi susu, yaitu perubahan laktosa menjadi asam laktat oleh aktivitas enzim 
yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat serta senyawa-senyawa yang terkandung 
dalam susu seperti albumin, kasein sitrat dan fosfat. Asam laktat yang dihasilkan 
oleh bakteri asam laktat (BAL) dapat menurunkan pH pada substrat, sehingga 








Nilai pH produk fermentasi berkaitan erat dengan kandungan asam laktat 
pada produk fermentasi. Rochman dan Srikandi (1990) menyatakan bahwa proses 
fermentasi menyebabkan keasaman tertitrasi meningkat sehingga mengakibatkan 
penurunan pH. Selama proses fermentasi bakteri asam laktatakan memanfaatkan 
karbohidrat yang ada hingga terbentuk asam laktat, hingga terjadi penurunan nilai 
pH dan peningkatan keasaman (Rahayu 1989). 
Hasil perhitungan nilai pH kombinasi L. plantarum dan L. acidophilus 











Gambar 6.Nilai pH kombinasi bakteri L.plantarum dan L. acidophilus. 
Keterangan: 
abc
superskrip yang berbeda menunjukkan perbedaan nyata (P<0.01). 
Gambar 6 menunjukkan bahwa perbandingan kombinasi bakteri                
L. plantarum dan L. acidophilus berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap nilai 
pH. Hasil uji lanjut LSD nyata menunjukkan bahwa nilai pH berbeda sangat nyata 











Perbandingan L. plantarum dan L. acidophilus   
:1 2:1 :2 
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa dengan menggunakan kombinasi 
bakteri L. plantarum dan L. acidophillus 1:1 menghasilkan nilai pH yaitu 4,91 
sedangkan kombinasi L. plantarum dan L. acidophilus 1:2  yaitu 4,67 serta 
kombinasi L. plantarum dan L. acidophillus 2:1  yaitu 4,54. Nilai pH berbanding 
terbalik dengan nilai asam laktat sehingga dengan semakin tinggi nilai asam laktat 
maka semakin rendah nilai pH. Hal ini sesuai dengan pendapat Spiegel and Huss 
(2001) menyatakan semakin rendah tingkat keasaman suatu bahan pada larutan 
maka semakin kecil kecenderungan untuk melepaskan proton (ion H+) sehingga 
pH naik.  
Nilai pH yang terukur bergantung pada sifat-sifat asam organik yang 
dihasilkan oleh bakteri asam laktat (BAL). Selama fermentasi, asam laktat adalah 
asam organik utama yang dihasilkan sehingga terjadi penurunan pH. Menrut 
Lindgren dan Dobrogosz, (1990) bahwa Fermentasi oleh asam laktat (BAL) 
ditandai dengan peningkatan asam organik yang diiringi dengan penurunan pH. 
Asam laktat sebagai produk utama fermentasi mudah terdisosiasi 
menghasilkan H+ dan CH3CHOHCOO-. Adanya ion H
+
 sangat mempengaruhi 
nilai pH, semakin banyak asam laktat yang dihasilkan maka konsentrasi ion H
+ 
semakin meningkat dan terukur di pengukuran pH. Hal ini sesuai dengan pendapat 
Charalampopoulus et al., (2002), yang menyatakan bahwa akumulasi asam laktat 
yang dihasilkan asam laktat (BAL) dapat menurunkan pH media fermentasi, nilai 
pH terhitung merupakan konsentrasi H
+
 yang terbebaskan selama fermentasi. 
Menurut Buckle et al. (1987), yang menyatakan bahwa jika terjadi cukup 
banyak pengasaman oleh aktifitas bakteri maka pH susu dapat menurun. 
Ditambahkan pula oleh pendapat Helferich dan Westhoff (1980), yang 
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menyatakan bahwa pembentukkan asam laktat dari laktosa digunakan sebagai 
sumber energi dan karbon selama pertumbuhan bakteri dalam proses fermentasi 
sehingga pH akan menurun. Sehingga pertumbuhan mikroba berbahaya pada 
produk fermentasi akan terhambat, akibat adanya penurunan pH oleh aktivitas 
proses fermentasi. Penuruan pH juga yang menyebabkan rasanya agak asam 
karena terbentuknya asam laktat sebagai produk utama hasil metabolisme bakteri 

















Berdasarkan hasil dan pembahasan, maka dapat ditarik kesimpulan sebagai 
berikut : 
1. Kombinasi bakteri L. plantarum dan L. acidophilus mempengaruhi jumlah 
bakteri asam laktat, kandungan asam laktat dan nilai pH. 
2. Korelasi antara kandungan asam laktat meningkat dan nilai pH menurun 
seiring dengan peningkatan jumlah bakteri asam laktat. 
Saran 
 Penggunaan kombinasi bakteri L. plantarum dan L. acidophilus sebagai 
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Lampiran 1. Tabel Anova dan Uji Lanjut LSD Jumlah Bakteri Asam Laktat pada 
kombinasi Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophillus 
sebagai starter minuman fermentasi 
ANOVA 
JUMLAH BAKTERI ASAM LAKTAT     
Source 
Type III Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 
Corrected Model 1.415E18
a
 2 7.073E17 83.970 .000 
Intercept 4.385E18 1 4.385E18 520.555 .000 
perlakuan 1.415E18 2 7.073E17 83.970 .000 
Error 1.011E17 12 8.423E15   
Total 5.900E18 15    
Corrected Total 1.516E18 14    
a. R Squared = .933 (Adjusted R Squared = .922)   
 
LSD 








(I-J) Std. Error Sig. 
95% Confidence Interval 
 
Lower Bound Upper Bound 
LSD A1 A2 7.5200E8
*
 5.80460E7 .000 6.2553E8 8.7847E8 
A3 3.9200E8
*
 5.80460E7 .000 2.6553E8 5.1847E8 
A2 A1 -7.5200E8
*
 5.80460E7 .000 -8.7847E8 -6.2553E8 
A3 -3.6000E8
*
 5.80460E7 .000 -4.8647E8 -2.3353E8 
A3 A1 -3.9200E8
*
 5.80460E7 .000 -5.1847E8 -2.6553E8 
A2 3.6000E8
*
 5.80460E7 .000 2.3353E8 4.8647E8 
Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = 8423333333333330.000. 
 







Lampiran 2. Tabel Anova dan Uji Lanjut LSD Kandungan Asam Laktat pada 
kombinasi Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophillus 
sebagai starter minuman fermentasi 
ANOVA 
KANDUNGAN ASAMLAKTAT    
Source 
Type III Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 
Corrected Model .049
a
 2 .025 153.292 .000 
Intercept 2.663 1 2.663 1.664E4 .000 
PERLAKUAN .049 2 .025 153.292 .000 
Error .002 12 .000   
Total 2.714 15    
Corrected Total .051 14    
a. R Squared = .962 (Adjusted R Squared = .956)   
 
LSD 








(I-J) Std. Error Sig. 
95% Confidence Interval 
 
Lower Bound Upper Bound 
LSD A1 A2 -.0740
*
 .00800 .000 -.0914 -.0566 
A3 -.1400
*
 .00800 .000 -.1574 -.1226 
A2 A1 .0740
*
 .00800 .000 .0566 .0914 
A3 -.0660
*
 .00800 .000 -.0834 -.0486 
A3 A1 .1400
*
 .00800 .000 .1226 .1574 
A2 .0660
*
 .00800 .000 .0486 .0834 
Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = .000. 
   







Lampiran 3. Tabel Anova dan Uji Lanjut LSD nilai pH pada kombinasi 
Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidophillus sebagai 
starter minuman fermentasi 
Anova 
NILAI pH     
Source 
Type III Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 
Corrected Model .346
a
 2 .173 109.419 .000 
Intercept 332.385 1 332.385 2.099E5 .000 
PERLAKUAN .346 2 .173 109.419 .000 
Error .019 12 .002   
Total 332.750 15    
Corrected Total .365 14    
a. R Squared = .948 (Adjusted R Squared = .939)   
 
LSD 








(I-J) Std. Error Sig. 
95% Confidence Interval 
 
Lower Bound Upper Bound 
LSD A1 A2 .2420
*
 .02517 .000 .1872 .2968 
A3 .3660
*
 .02517 .000 .3112 .4208 
A2 A1 -.2420
*
 .02517 .000 -.2968 -.1872 
A3 .1240
*
 .02517 .000 .0692 .1788 
A3 A1 -.3660
*
 .02517 .000 -.4208 -.3112 
A2 -.1240
*
 .02517 .000 -.1788 -.0692 
Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = .002. 
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